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ADVANCES IN THE PRODUCTION AND FORMULATION OF MICROBIAL INOCULANTS FOR A MORE SUSTAINABLE
AGRICULTURE. The wide application of beneficial microorganisms in agriculture as inoculants to combat pests and diseases

and/or to improve soil fertility and the nutrients availability for plants has been considered as an effective and more sustainable

alternative than chemical fertilizers and agricultural defensives. However, it is necessary to examine all processing steps of these

bio-based products under a more integrated view including the type of microorganisms and the whole production process in order

to reduce dependence on synthetic chemical inputs. Here, recent developments on the production and formulation technologies of

microbial inoculants and the main types of inoculants currently applied in agriculture are addressed. The different types of microbial

formulations are compared with emphasis on the encapsulation technology. Moreover, the application of biofertilizers in seed coating

and a new approach to apply biocomposites as fertilizers are discussed, presenting the main challenges and future perspectives to

promote more sustainable agriculture practices.
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INTRODUCAO

A popula¢do mundial vem crescendo a cada ano, demandando
um aumento da produtividade agricola de cerca de 50% até o ano
de 2050." Porém, a expansdo da agricultura no Brasil € limitada a
poucas novas dreas cultivaveis, dada a necessidade de preservagio
ambiental. Nesse contexto, os fertilizantes quimicos desempenham
um papel fundamental para promover o aumento da produtividade dos
alimentos. Estudos mostram uma correlagio direta entre o aumento
do consumo de fertilizantes quimicos na agricultura e o aumento da
produtividade.>* No Brasil, a producéo de graos, sementes e cereais
entre 1970 e 2020 aumentou em aproximadamente 650%, enquanto
a abertura de novas dreas de plantio cresceu 160%.* Ja segundo a
FAO, o consumo de fertilizantes no Brasil cresceu em 440% nos
ultimos 50 anos, enquanto a produtividade cresceu em 350% e a
drea plantada em 150%.5

O aumento do consumo de fertilizantes quimicos também
estd associado a impactos ambientais. Fertilizantes fosfatados e
nitrogenados t€m gerado problemas relacionados a lixiviagdo, como
eutrofizacdo de rios e lagos.® A ureia, principal fertilizante nitrogenado
em uso no mundo, pode apresentar emissdes considerdveis de gases
como o 6xido nitroso (N,0), um gas do efeito estufa e catalisador
da degradacdo do ozodnio estratosférico.” Além dos problemas
relacionados a aplicagdo direta desses fertilizantes, 0s seus processos
de produgdo também geram impactos significativos.® Esses
problemas tém motivado a adog@o de préticas agrondmicas mais
sustentdveis, passando pela utilizagdo de biofertilizantes e inoculantes
microbianos.” O consumo desses bioinsumos vem crescendo nos
dltimos 15 anos, com um mercado no Brasil de aproximadamente
45 milhdes de doses de inoculante liquido e 10 milhdes de doses de
inoculante sélido.!’ Existem algumas associagdes nacionais que fazem
0 acompanhamento anual desses produtos disponiveis no mercado,
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realizam andlises estatisticas quanto a utilizacdo de inoculantes
microbianos e que possuem informagdes bastante abrangentes
relacionadas ao uso de diferentes tipos de bioinsumos para nutri¢cao
vegetal no Brasil.!!"!?

Atualmente, diversos tipos de microrganismos sdo aplicados
na agricultura com diferentes func¢des. Os géneros de bactérias
Rhizobium e Bradyrhizobium sdo os mais utilizados para a fixac¢ao
de nitrogénio atmosférico, aplicados principalmente em soja.!®!4-16
Aproximadamente 78% da drea plantada no Brasil (36,5 milhdes
de hectares) utiliza inoculante microbiano para fixacdo de N,
substituindo assim a aplicagdo da ureia.!® Microrganismos como
o fungo Aspergillus niger e a bactéria Bacillus subtilis podem ser
utilizados como inoculantes para solubilizaciio de fésforo e outros
nutrientes presentes no solo.'”2° O fungo Trichoderma harzianum
tem sido amplamente utilizado para promover o biocontrole de
fitopatGgenos presentes no solo.?'? No entanto, a amplia¢do do uso
dos inoculantes microbianos € limitada por questdes relacionadas
a reduzida viabilidade e tempo de prateleira desses produtos. Um
levantamento feito para produtos comerciais a base de agentes de
biocontrole de doengas de plantas no Brasil, realizado em 2012,
apontou apenas 135 produtos disponiveis no mercado.?” Atualmente,
o nimero desse tipo de produto registrado chega a um total de 411,
sendo 95 registrados no ano de 2020.%

O desenvolvimento de estratégias de formulagdo abre
possibilidades de melhorar a qualidade e a preservagdo das cepas,
além de propor novas formas de aplicagdo do inoculante no
campo. Recentemente, estudos demonstram diferentes rotas para
o desenvolvimento de novos sistemas de biofertilizantes a partir
de biocompdsitos, num conceito de biorreator em grdanulos.”® Essa
nova estratégia permite fornecer nutrientes a partir da solubilizacio
de fontes de baixa reatividade,**' ou melhorar a qualidade de
inoculantes aplicados em sementes, buscando maiores tempo de
prateleira.®>* Esta reviséo, cujo periodo de levantamento da literatura
ocorreu de 1990 a 2021, sumariza o desenvolvimento recente de
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novas tecnologias para produgdo e formulagio de biofertilizantes e
inoculantes microbianos, além dos ultimos avangos na utiliza¢do de
insumos bioldgicos para nutricdo de plantas visando contribuir para
o desenvolvimento de uma agricultura mais sustentdvel.

INOCULANTES MICROBIANOS

Inoculantes microbianos sdo bioprodutos com microrganismos
vivos que, quando aplicados ao solo, sementes ou folhas, sdo capazes
de aumentar o crescimento e o desenvolvimento de plantas.'” Sua
aplicacdo na agricultura tem se mostrado efetiva para o aumento da
produtividade agricola e redugdo dos impactos ambientais causados
pela aplicacio exacerbada de herbicidas, pesticidas e fertilizantes
quimicos. Os inoculantes microbianos possuem diversas formas de
acdo, tais como: (i) por meio da libera¢do de compostos quimicos que
podem estimular o crescimento de plantas ou aumentar sua resisténcia
em situacoes de estresse;> (ii) como agentes de biocontrole, reduzindo
a incidéncia de doengas causadas por fitopatégenos nas plantas;>
(iii) atuando como biofertilizantes, por meio da solubilizacdo e
aumentando a disponibilidade de nutrientes vitais para as plantas,
como nitrogénio, fésforo, potdssio, enxofre, entre outros.3%
Muitos dos microrganismos reportados podem atuar em mais de
um mecanismo de acéo,*® que inclui promotores do crescimento
e desenvolvimento de plantas, tais como bactérias (Rhizobium,
Bacillus, Pseudomonas, Acetobacter, Azospirillum, Azotobacter),
fungos micorrizas (que associam-se simbioticamente com as raizes de
plantas) e fungos filamentosos dos géneros Trichoderma, Aspergillus,
Penicillium, Metarhizium, entre outros.*** Esses microrganismos
podem viver livres no solo ou em relag@o simbidtica com as plantas,
além de poderem ser aplicados separadamente ou co-inoculados
(quando mais de um microrganismo estd presente na formulagio).*
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Um dos usos mais consolidados de inoculantes estd na fixagao
bioldgica de nitrogénio, aumentando a disponibilidade desse nutriente
para as plantas.!®* O nitrogénio é o nutriente mais requerido
pelas plantas, sendo vital para a sintese de biomoléculas como as
proteinas. Embora abundante na atmosfera da Terra, as plantas apenas
conseguem assimild-lo como nitrato (NO;’) ou amonio (NH,*).* A
fixagdo bioldgica do nitrogénio consiste na reducéio do nitrogénio
atmosférico em amonio por meio da agdo de um complexo de enzimas
nitrogenase. Os microrganismos capazes de realizar este processo
sdo divididos em dois grupos principais: fixadores simbidticos e
ndo simbidticos.**¢ As bactérias do grupo dos Rizébios (Rhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Azorhizobium e Sinorhizobium,
etc.) sdo as mais reportadas na literatura. Por meio de uma relagio
de simbiose com as raizes das plantas, essas bactérias sdo capazes de
suprir até 90% da demanda de nitrogénio de plantas leguminosas.*4¢
H4 também um grupo de fungos, denominados micorrizas, capazes
de adquirir nitrogénio a partir de materiais organicos e transferi-lo
para a planta hospedeira através de uma associagdo mutualistica.# A
Tabela 1 traz alguns estudos recentes com inoculantes microbianos e
suas principais descobertas quanto ao crescimento e desenvolvimento
de plantas.

Outro macronutriente importante para as plantas € o fésforo (P).
No entanto, uma grande parte do P encontrado no solo brasileiro
é insoldvel, ou seja, indisponivel para as plantas.®>% Assim, a
fertilizagdo periddica do solo se faz necessaria de modo a se aumentar
a produtividade agricola. Inoculantes microbianos capazes de
solubilizar o fésforo presente no solo podem, a principio, reduzir o
uso de fertilizantes quimicos e aumentar a produgio das lavouras pela
recuperagdo do fésforo legado ou residual. Esses microrganismos
podem converter o P imobilizado em formas organicas e inorganicas
(FePO,, AIPO,, CaPO,), e em compostos que podem ser facilmente

Tabela 1. Inoculantes microbianos reportados, cultura agricola de aplicacdo e efeitos no crescimento/desenvolvimento das plantas

Inoculante

. . Espécie Cultura Efeito Ref.
Microbiano P
.. e . Producio de fitormdnios; Crescimento das plantas; Tolerdncia em condicdes de
Azospirillum brasiliense Milho § p § 49
estresse;
. Aumento do rendimento das plantas e dos graos em solos com metais pesados;
Azotobacter chroococcum Milho P ~ & . P 50
Secrecao de fitormonios;
, , Aumento do crescimento e da absorcdo de nutrientes pelas plantas em condi¢ao
Bacillus megaterium Tomate ¢ . p p ¢ 51
de estresse salino;
Bacillus subtilis Milho Aumento do rendimento dos grdos e a captagdo e eficiéncia no uso do P; 52
Bactéria - - ~ N
s . . Aumento do crescimento da planta e do rendimento de graos e da captacio de
Bradyrhizobium japonicum Soja N 53
Aumento da solubilizacdo de P e Zn de fontes inorgénicas; 54
Mesorhizobium spp Grio de bico Aumento da fixagdo de N; 55
Sintese de fitormonios; Biorremediagdo de Cr(VI); 56
L , Lo Aumento da fixacao e do teor de N no solo e captacdo pelas plantas, aumento
Rhizobium leguminosarum Feijao ¢ . P seop P 57
do rendimento dos graos;
Aspergillus flavus Soja Tolerancia da planta ao estresse salino; crescimento e produgio de fitormOnios 58
. No crescimento da planta; na resisténcia contra a infecgéo por Pseudomonas
Aspergillus terreous Tomate . 59
syringae;
e . . Resisténcia da planta ao estresse por metais; reducio do teor de metais pesados
Penicillium funiculosum Soja P P - ¢ . P 60
na planta; secrec@o de fitormonios;
Fungo Rhizophagus clarus Soja e algodao Rendimento das plantas e nos teores de P e N. 61
, Redugdo da infec¢do causada por fitopatégeno; Liberagio de fitormonios,
Trichoderma asperellum Tomate s P §a0 ¢ . P palog DETag 62
enzimas liticas e sider6foros; captagdo de nutrientes pelas plantas;
. . Crescimento das raizes, produ¢io de metabdlitos secundarios; resisténcia da
Trichoderma harzianum Tomate p § 63

planta ao estresse por metais;

Trichoderma virens Alface e Riicula

Desenvolvimento das plantas e da captacdo de N pelas plantas; 64
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assimilados pelas plantas.®>¢” Bactérias dos géneros Bacillus,
Rhizobium, Pseudomonas, Agrobacterium e Enterobacter e fungos
dos géneros Aspergillus e Penicillium sdo reportados como agentes
solubilizadores de P.!6:656869

O principal mecanismo de solubilizagio do P inorgéanico ocorre
pela producio e liberaggo de 4cidos orginicos pelos microrganismos.
Esses acidos reduzem o pH local ou aumentam a quelacdo dos cations
ligados ao fésforo, resultando na liberagdo de formas assimildveis
pelas plantas.® Em relagdo ao f6sforo contido em material orgénico,
ele pode ser liberado por meio da acdo de diferentes grupos de
enzimas, tais como as fitases e fosfatases.'® Um biofertilizante
comercial desenvolvido pela EMBRAPA e pela empresa BIOMA,
chamado BiomaPhos, tem apresentado resultados interessantes no
aumento da solubilizagio de fésforo e da produtividade agricola.”
Esse produto € feito com as bactérias Bacillus subtilis e Bacillus
megaterium e, em plantacdes de milho, possibilitou um aumento de
10% na produtividade de graos.

Potassio (K) e enxofre (S) sdo outros macronutrientes
também muito importantes para o desenvolvimento das plantas.
Microrganismos solubilizadores de K podem liberd-lo a partir de
minerais insoldveis, pela produgdo local de dcidos organicos.”"”
Bactérias do género Bacillus e Pseudomonas, assim como fungos
do género Aspergillus sdo reportados pelos seus efeitos no aumento
da disponibilidade de potéssio para plantas.”’”* Alguns inoculantes
microbianos podem realizar a oxidacdo do S, uma vez que
plantas somente assimilam esse elemento em sua forma oxidada.
Microrganismos como A. niger e Thiobacillus spp. sdo exemplos
desse tipo de inoculante.’®’ Além dos principais macronutrientes
descritos acima, micronutrientes como Zn, Mn, Cu e Fe também
podem ser solubilizados por microrganismos.”"’

Alguns inoculantes microbianos podem produzir ou estimular
a producdo de compostos bioestimulantes/fitormonios, tais como o
dcido indol-3-acético, giberelinas, citocininas e etileno, que podem
contribuir para aumentar o crescimento € o desenvolvimento de
plantas, além de atenuar o efeito de condigdes de estresse e melhorar
a defesa do vegetal.”® Aproximadamente 80% das bactérias podem
produzir o acido indol-3-acético, um hormonio fundamental na
regulacdo do crescimento das plantas, estando relacionado ao
alongamento celular e ao desenvolvimento do tecido vascular.®"
Um outro efeito positivo estd relacionado a atenuagdo do efeito de
condicdes de estresse sofridos pelas plantas. Algumas bactérias do
género Bacillus aumentam a resisténcia das plantas em condi¢des de
seca, salinidade e presenga de metais pesados no solo. Isso ocorre por
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meio de mecanismos que incluem um aumento no transporte de dgua
pelos tecidos do vegetal, aumento na disponibilidade e distribuigao de
nutrientes, regulacdo da abertura dos estdmatos, estimulo ou producio
de compostos antioxidantes, inducio de respostas especificas pelas
plantas por meio da liberagdo de bioestimulantes, entre outros.**860.78

TECNOLOGIAS PARA PRODUGCAO DE BIOINSUMOS

Os bioinsumos se referem a todos os produtos, processos e
tecnologias que possuam agentes bioldgicos em sua composi¢ao
destinados ao uso na produgdo, armazenamento e beneficiamento
de produtos agropecudrios, e surgem como alternativa aos
fertilizantes quimicos convencionais.** Um dos entraves no avango
da industria de bioinsumos estd na produgdo em larga escala. A
produgido de um biofertilizante/inoculante microbiano®' deve passar
pelas seguintes etapas: (a) isolamento e selecdo de microrganismo
efetivo e competitivo para um sistema especifico ou uma variedade
de culturas; (b) caracterizagdo do microrganismo selecionado no
meio de crescimento otimizado e nos parimetros do processo de
fermentacio; (c) desenvolvimento de um método de formulagdo para
garantir a persisténcia microbiana no solo, inclusive sob condi¢des
estressantes; (d) estudos de aplicagdes no campo; (e) produgdo a
nivel comercial (aumento de escala); (f) desenvolvimento de um
sistema de controle de qualidade para a produgdo e armazenamento;
(g) desenvolvimento de métodos de aplicagdo em campo para
garantir os beneficios reivindicados. Dentre todas essas fases, a
producdo dos microrganismos € uma das cruciais, sendo realizada
principalmente por cultivo submerso (CSm) ou em estado sélido
(CES).82 0O desenvolvimento e otimizagdo desses processos requer
ajuste de muitos pardmetros como o tipo de substrato (meio de
cultivo), temperatura, agitacdo, aeracio, pH, relacio C/N, tempo
de cultivo, umidade, tamanho de particula, e design do biorreator.

Etapas fundamentais que antecedem e sucedem o cultivo
microbiano sdo denominadas respectivamente de “upstream” e
“downstream”. A Figura 1 ilustra as principais etapas na produ¢do
de um biofertilizante/inoculante microbiano. Os processos ligados
ao upstream sdo importantes para garantir a pureza dos bioinsumos,
e evitar a contaminagdo por cepas de microrganismos indesejados. A
contaminacdo do processo pode inviabilizar a utilizacdo do produto ou
gerar a perda completa da produgio. Ja o downstream estd relacionado
as fases posteriores ao cultivo dos microrganismos, como a separacio
dos microrganismos, a formulacio e o tratamento dos residuos da
produgdo microbiana.

« Esterilizagio dos equipamentos e biorreator
* Preparagao e esterilizagao do meio de cultivo

* Preparagao do inéculo

« Separagio das células microbianas
« Formulagéo dos produtos biolégicos

« Tratamento de residuos

Figura 1. Esquema dos processos envolvidos na produgdo de bioinsumos: biofertilizante e/ou inoculante microbiano
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Cultivo submerso (CSm)

No cultivo submerso as células microbianas sdo cultivadas
dispersas e de forma homogénea em um biorreator com meio liquido
suplementado com nutrientes sob agitagdo/aeragdo.®>** Os modos
de operagdo mais comumente utilizados s@o os cultivos em batelada
simples e batelada alimentada (a operagdo continua ¢ raramente
utilizada industrialmente para a produgio de microrganismos).®* O
cultivo em batelada simples possui menores custos de implementagao,
configuracio e controle dos biorreatores, sendo mais ficil e
comum. Porém, apesar de a batelada alimentada demandar maior
monitoramento, ela fornece melhores resultados na concentragéo de
biomassa, além de melhor controle da inibi¢éo de substrato, produtos
e outros metabdlicos.?*%> Por exemplo, no cultivo em batelada
simples com glicose como fonte de carbono, para o crescimento de
Bacillus subtilis, houve formacgao de acetato, inibindo o crescimento
bacteriano. Na batelada alimentada, que fornece os nutrientes de
forma gradual, evita-se a formacéo de produtos inibitérios, estendendo
a fase exponencial e estaciondria e aumentando o rendimento de
biomassa e produtos.®® A maior parte dos trabalhos que adotam o
CSm para a produciio de inoculantes microbianos sdo utilizados
para reproducéo de bactérias (Tabela 2),%” sendo comum estudos
em bancada para otimizag@o de processos. Por exemplo, ajustes no
coeficiente de transferéncia de massa conseguiram aumentar a escala
de produc¢do do Azospirillum brasiliense de frascos de Erlenmeyer
para reatores de 10 e 1000 L, sem diminuir a producéo de biomassa,
com um ligeiro aumento na quantidade final no reator piloto de
1000 L.%8

A maior parte dos CSm sdo realizados em meio liquido
com nutrientes sintéticos, pela maior facilidade de controle e
reprodutibilidade na producdo microbiana, ainda que estudos
com residuos complexos, com ou sem suplementagdo, sejam
identificados.”*% Quantidades excessivas de glicose no meio de
cultivo podem reduzir ou retardar a produgao de esporos pelo aumento
da fase de crescimento vegetativo,” jd que a producéo de esporos é
comumente observada apés a deplecio da glicose.”®* No entanto,
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componentes adicionais podem auxiliar no aumento de produtividade
do sistema ou controle da atividade do metabdlito. Por exemplo, a
adicdo de biochar, biomassa de origem vegetal, aumentou a dissolucéio
de fosfato por Aspergillus niger,'"1%" através da remogéo parcial do
fluoreto, encontrado na rocha fosfatica, e do aumento da produgdo
de 4cidos organicos.

Cultivo em estado so6lido (CES)

O cultivo em estado sélido consiste no crescimento de
microrganismos em um substrato sélido, sem dgua livre, com
umidade suficiente para manter o crescimento e metabolismo do
microrganismo.'*!% O CES vem sendo cada mais vez mais utilizado
pela possibilidade do aproveitamento de residuos agroindustriais e
alimentos como fontes de carbono e energia para o crescimento dos
microrganismos.'*197 O depésito de patentes relacionadas ao CES
tem aumentado desde 2001 com tendéncia de alta.'®

O CES € mais utilizado para o crescimento de fungos filamentosos,
pois simula o seu habitat natural'®” e apresenta taxas de crescimento
superiores comparadas ao CSm.3#711 O uso de residuos agricolas
pode levar a producdo de esporos de alta qualidade, mais eficientes do
que os cultivados por CSm por possuirem maior adesao as raizes das
plantas e maior resisténcia ao intemperismo.® Outro fator vantajoso
no CES € a possibilidade de utilizar os préprios substratos de cultivo
na formulag@o dos inoculantes como suporte fisico ou carreadores,
facilitando o processo de formulag¢do.®?> Além de fungos filamentosos,
algumas bactérias também podem crescer nesse sistema, como
Bacillus spp.""! e Streptomyces spp.''? entre outras que crescem na
rizosfera. O CES também € superior em produtividade enzimdtica
devido a maior transcricdo de genes biossintéticos, com enzimas
mais estdveis a efeitos de pH, temperatura, € menos susceptiveis a
inibi¢do pelo substrato,'1% além de ndo gerar residuos liquidos.®’

Apesar das vantagens, o CES ainda ndo € tdo utilizado como o
CSm, que possui vantagens notdveis em relagido ao escalonamento,
instrumentacao, controle de pardmetros (monitoramento de pH,
oxigénio dissolvido, temperatura, concentracio de moléculas soltiveis

Tabela 2. Estratégias e métodos de produc@o de alguns biofertilizantes e inoculantes microbianos via cultivo submerso (CSm) e cultivo em estado sélido

(CES).*SRT (reator de tanque agitado)

Microrganismo Cultivo Substrato Reator/Estratégia Condicoes Producio Ref.
Azospirillum brasiliense Calf e Start Sintético Frascos, 500 mL/Batelada 30°C; 220 rpm; 24 h 5,5 e 4,6x103CFU mL"! 88
Azospirillum brasiliense Calf e Start Sintético SRT*, 10 L/Batelada 30°C; 205 rpm; 24 h 5,7 e 4,8x10® CFU mL"! 88
Azospirillum brasiliense Calf e Start Sintético SRT, 1000 L/Batelada 30°C;52rpm; 24h  7,5x10°CFU mL" 88
misturados

Sphingomonas sp. DC-6 Sintético SRT, 7,5 L/Batelada alimentada  30°C; 180 rpm; 48 h 2,8x10° CFU mL"! 89
Bacillus licheniformis Melago de cana SRT, 3 L/Batelada 30°C; 200 rpm; 38 h Nao se aplica 90
Bacillus amyloliquefaciens B128 g Sintético SRT, 3 L/Batelada 30°C; 200 rpm; 48 h ~ 4,6x10® esporos mL"! 91
Bacillus amyloliquefaciens B128 8 Sintético Airlift, 20 L/Batelada 30°C; 200 rpm; 48h 5,6x10%esporos mL"! 91
Bacillus thuringiensis Lodo hidrolisado SRT, 10 L/Batelada 30°C; 700 rpm; 48 h 9,4%x10% CFU mL"! 92
Bacillus thuringiensis var. Galleriae Sintético SRT, 1,5 L/Batelada alimentada  30°C; 500 rpm; 24h ~ 90,7x10'* esporos mL"! 93
Bacillus thuringiensis A3-4 Sintético Airlift, 20 L/Batelada 30°C; 2,5 vvim; 33h 2,5%10° esporos mL"! 94
Bacillus thuringiensis Yim303 Sintético Airlift, 20 L/Batelada 30°C; 2,5 vvim; 33h 2x10° esporos mL"! 94
Trichoderma viride 10 r;?;‘l“al de Frasg;st’e fﬁimy 28°C; 250 pm; 96 h  3,0-4,2x10°CFU mL' 95
Beauveria bassiana Casca de arroz Leito empacotado, 0,5 L/ 25°C; 12 dias 1,6x10° esporos g'! 96

Batelada

Metarhizium anisopliae @ Arroz Saco de polipropileno/Batelada 26°C; 15 dias 6,2x10'"esporos g'! 97
Trichoderma harzianum Casca de arroz Leito empacotado, 0,5 L/ 25°C; 12 dias 2,0x10° esporos g'! 96

Batelada
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em 4gua) e separagdo da biomassa.!” Os principais problemas a
serem superados pelo CES sdo a falta de processos padronizados
e a reprodutibilidade limitada dos resultados experimentais,'*
dificultando o escalonamento principalmente devido ao calor
metabdlico residual e heterogeneidade do sistema.’” O crescimento
microbiano em condi¢Ges aerdbias resulta em consideravel liberagio
de calor, indesejavel especialmente aos indculos mais sensiveis, e
demandando resfriamento.®’” Em CSm, a retirada de calor ocorre mais
facilmente devido a maior condutividade térmica dos liquidos, ao
contrério dos substratos sé6lidos, que ficam expostos ao ar.

Inerente a remocdo de calor, o processo de mistura do meio
tem um papel fundamental na transferéncia de calor e massa, no
aumento da superficie de contato e distribui¢do dos nutrientes. O
tipo de reator determina as condi¢des de aeragdo, assim como a
sensibilidade do microrganismo a agitacdo do cultivo. Os sacos de
polipropileno amplamente utilizados na produgdo de inoculantes
microbianos sdo sistemas sem aeragdo forg¢ada, resultando em troca
de gases e transferéncia de calor limitados. Nesses casos, esse tipo de
CES ¢ usado apenas se a troca gasosa natural com o meio ambiente
for suficiente. Por exemplo, em sistemas de produgdo de conidios
em sacos, foi possivel obter 6,2x10' esporos g de substrato de
Metarhizium anisoplia, um microrganismo utilizado no controle
biolégico de pragas.”” Biorreatores de maior escala também sdo
reportados, como os modelos com tanque principal encamisado em
condigdes assépticas. Nesses modelos, quando na posi¢do vertical,
o reator € considerado de leito compactado, com entrada de ar pela
parte inferior cdnica. Por exemplo, na producdo de A. niger obteve-
se com esse sistema 3,1x10'? esporos lote! de A. niger, mostrando
que o modelo de biorreator testado com CES pode ser uma op¢ao
potencial para a utilizacdo no crescimento de fungos filamentosos.*
O CES nio deve ser encarado como um processo de substituicdo do
CSm, mas uma metodologia complementar, promissora e desafiadora.
Sua possivel implementagdo em larga escala ajudaria a contornar e
minimizar os problemas ambientais associados a alta geragdo de
residuos sélidos dando origem a produtos com alto valor agregado.

Cada processo se torna tnico devido a uma diversidade
de pardmetros envolvidos (tipos de cultivo (CSm ou CES),
microrganismos, substratos, biorreatores, fatores de trabalho
(temperatura, umidade, pH, aeracdo, etc.)), sendo que esses parametros
precisam estar em conexao para que haja sucesso no cultivo e na
formagdo do produto de interesse. Do ponto de vista econdmico, é
importante visar a busca de substratos disponiveis localmente, com
caracteristicas sazonais estaveis e de precos acessiveis. A escolha do
processo de cultivo deve ser personalizada, levando em consideragio
todos esses parametros, relacionando a capacidade de crescimento do
microrganismo em quantidade e qualidade, associado a sobrevivéncia
celular no periodo de armazenamento dos bioinsumos.*?

FORMULACAO DE BIOINSUMOS

A etapa downstream de um bioprocesso de cultivo microbiano
envolve a separagdo e purificagdo de produtos e subprodutos, ao
tratamento de efluentes e ao processo de formulac@o do biofertilizante
ou inoculante (Figura 1). Ap6s a producdo do agente microbiano,
cultivado por CSm ou CES, pode ser realizada a separagdo e
purificagdo celular para a obten¢do da cultura pura. Porém, alguns
autores evitam essa etapa e utilizam o meio de cultivo na sua forma
integral, ja que ele pode conter metabdlitos desejdveis no produto
final, embora o tempo de prateleira e a eficiéncia do agente microbiano
aplicado desse modo ainda seja considerada baixa.!'>!> Existe a
necessidade de otimizar o tempo de prateleira e a eficiéncia do agente
microbiano para obter um biofertilizante/inoculante microbiano com
maior potencial de agdo, principalmente quando aplicado ao campo.

Avangos na producdo e formulagio de inoculantes microbianos visando uma agricultura mais sustentdvel 1137

A etapa de formulacdo e a associacdo de microrganismos a um
veiculo (carreador) adequado com aditivos, surgem como estratégias
e alternativas para melhorar o tempo de prateleira e a eficiéncia do
biofertilizante, entre outras caracteristicas.

O uso bem-sucedido de biofertilizantes requer a conservagao
de um nimero adequado de microrganismos promotores de
crescimento de planta, ja que eles devem sobreviver no ambiente
rizosférico oxidativo, colonizar a superficie da raiz da planta,
multiplicar e competir com a microbiota original do solo. Assim, a
formulacao deve ser elaborada a fim de garantir a viabilidade a longo
prazo dos microrganismos durante a produgdo, armazenamento,
transporte, aplicacdo e no local da inoculacdo, deve ser estdvel
sob diversas condi¢des ambientais e ser adequada para diferentes
microrganismos.””!' Por essas razdes, a formulagio € um fator chave
no sucesso de um biofertilizante e pode influenciar na comercializagio
bem-sucedida do produto final. A eficiéncia de uma formulagdo pode
ser comprovada pelo crescimento significativo de pardmetros como:
biomassa fresca e seca, alteragdes na morfologia radicular e na parte
aérea da planta, incremento nutricional do vegetal, rendimento e
produtividade.'!”

Os principais desafios no desenvolvimento de uma formulacéo
eficiente sdo: aumentar a vida ttil do agente microbiano, encontrar
um material transportador e aditivo adequados e contornar problemas
no transporte, armazenamento e aplicagio do biofertilizante.!'!8

Tipo de formulacio

Um microrganismo pode ser eficiente em condigdes de laboratério
e/ou em casa de vegetacdo, mas formular esse organismo em um
transportador adequado para eficiente aplicagdo em campo € um passo
laborioso e complexo.” Existem diversos tipos de tecnologias para
o desenvolvimento de formulagdes que incluem produtos liquidos
(como emulsdes, 6leo e dgua), secos (como granulos, pds e pds
molhdveis), e bioimobilizados (encapsulamento). O desenvolvimento
de uma formulacio adequada tem por objetivo aumentar a eficicia
dos inoculantes quando aplicado ao campo e prolongar o tempo
de prateleira mantendo sua atividade. P6 e granulos secos sdo as
melhores opgdes para microrganismos formadores de endésporos
e sdo geralmente aplicados aos sulcos das sementes ou misturados
ao solo, enquanto pds molhdveis e liquidos contém microrganismos
metabolicamente ativos e sdo aplicados as sementes pré-inoculadas
ou através de sistemas de fertirrigagdo.”®!1%1® J4 a tecnologia de
bioimobilizagdo pode ser utilizada em células vegetativas ou esporos
e pode ser aplicada no solo e em sementes, incluindo na forma de
revestimento.

O transportador € geralmente um material inerte, barato e
acessivel, capaz de liberar lentamente c€lulas vidveis em boas
condicdes fisioldgicas, contendo um ou mais microrganismos.!!
Algumas caracteristicas para um bom transportador incluem:
(1) ser facilmente esterilizado, quimica e fisicamente uniforme,
tendo alta capacidade de reteng@o de dgua e adequado para muitos
microrganismos; (2) possuir baixo custo, ser facilmente fabricado e
manipulado pela industria; (3) a matéria-prima deve ser amplamente
disponivel e consistente; (4) deve permitir a adi¢ao de nutrientes e o
ajuste do pH; (5) deve ser ndo téxico, biodegradédvel, ndo poluente;
e (6) ter prazo de validade suficiente (pelo menos 1 a 2 anos a
temperatura ambiente).””!? Um transportador esterilizado tem
vantagens por fornecer o microrganismo correto na concentragao
necessdria, evitando competicio com outros microrganismos. Os
aditivos, juntamente com o transportador, atuam na estabilizagdo da
formulagio, prote¢do dos microrganismos contra o stress ambiental
durante o armazenamento e o transporte, além de melhorar as
propriedades fisico-quimicas do produto final. Aditivos como
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gomas, silica, glicose, sacarose, maltose, trealose, melaco, glicerol,
carboximetilcelulose e amido sdo frequentemente utilizados.''*!!
A escolha do transportador e dos aditivos depende da necessidade
fisiolégica do microrganismo, do tipo de aplica¢do (liquido,
s6lido ou imobilizado) e das caracteristicas desejaveis no produto
final.'”> Devido a importancia dos carreadores na formulacio
de biofertilizantes/inoculantes microbianos, investigacdes sobre
transportadores alternativos'*~'° para formulagdes liquidas e sélidas
tém sido realizadas. Nenhum transportador pode atuar como um
carreador universal em razdo do desempenho de um transportador
variar de acordo com a linhagem utilizada, assim como em consércios
microbianos.

As formulagdes liquidas sdo geralmente baseadas em meios
nutritivos contendo aditivos como o alginato, glicerol, glicose,
trealose e Gleo horticola,'?%° ¢ sdo tipicamente 4 base de dgua,
6leos minerais ou organicos e polimeros, com ou sem protetores
adicionais. Esses aditivos sdo utilizados para aumentar a adesao,
a estabilidade, a nutri¢do, dispersdo e a capacidade surfactante. As
sementes sdo mergulhadas no inoculante liquido antes da semeadura,
ou um aplicador pulveriza uniformemente esse produto sobre as
mesmas.''® As formulagdes liquidas sdo mais faceis de produzir,
podem ser aplicadas com facilidade pelos agricultores, poucas
células sdo perdidas durante a formulacdo e utilizam materiais
de baixo custo.?”!?¢!27 No entanto, o indculo liquido tem uma
liberagdo instantdnea e muito rdpida apés ser introduzido no solo.
Os microrganismos sdo entregues no solo apenas na fase inicial do
crescimento das plantas e o nimero de microrganismos distribuidos
em cada semente € heterogéneo.'! Outra desvantagem so as taxas de
sobrevivéncia bacteriana nessas formulacdes, que tendem a diminuir
com o tempo, uma vez que esse tipo de formulagdo usualmente
ndo fornece um ambiente protetor para os microrganismos, hd
grandes riscos de contaminacdo e requer baixas temperaturas de
armazenamento a longo prazo para manter sua eficiéncia e viabilidade
celular.”*!"® Estudos t&ém mostrado que formulag¢des liquidas com a
presenca de aditivos estdo em maior uso, uma vez que eles melhoram
a protecdo, desempenho e eficicia dos microrganismos. 2132134

A formulag@o sélida € uma preparagdo na qual o microrganismo
€ misturado a um veiculo sélido na propor¢io adequada,®*!% e
a qual podem ser adicionados aglutinantes, dispersantes, agentes
umectantes.”® Alguns materiais transportadores sélidos sdo residuos
agroindustriais, vermiculita, argilas, lignite, perlita, talco, fosfato
de rocha, sulfato de célcio, polissacarideos e, principalmente, a
turfa ?®130.136137 Geralmente as formulagdes sélidas de inoculantes
sdo aplicadas diretamente no solo, o que demanda de melhores
mecanismos de competicdo e sobrevivéncia na rizosfera. Em
comparacio aos produtos liquidos, possuem maior vida util, além
de serem mais féceis de armazenar e transportar.”®* No entanto,
esses produtos sdo propensos a contaminagdo, influenciando na
eficiéncia do inoculante.'*® Materiais de baixo custo como residuos
agroindustriais sdo frequentemente estudados para esse tipo de
formulagdo em substitui¢do a turfa, como farelo de trigo,'* cortica,
perlita,'*® talco,'*® bagaco de cana.'* O material mais adequado como
transportador depende do microrganismo utilizado e da finalidade
do inoculante.

O uso de microrganismos como biofertilizante aplicados por
métodos convencionais nas plantas na forma de p6 e liquido, pode ter
sua eficdcia comprometida, uma vez que grande parte € perdida no ar
(deriva) durante a aplicacdo. Ainda, sdo suscetiveis as alteragdes nas
condi¢des ambientais e podem escoar superficialmente, aumentando
os custos de aplica¢do para o agricultor.''¢131141.192 O encapsulamento,
pode ser usado como uma ferramenta versétil e eficiente para proteger
os microrganismos, de forma a aumentar a vida qtil e dispersdo na
formulagdo, com uma liberagdo gradual e controlada, permitindo
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impactos positivos a longo prazo.”®!*! Geralmente, os beneficios das
formulagdes baseadas em encapsulamento incluem: (1) aumentar
a eficdcia devido a maior drea superficial; (2) melhorar a atividade
sistémica devido ao menor tamanho de particula e maior mobilidade;
(3) reduzir a competi¢do natural com microrganismos presentes
nos solos; (4) prote¢do de estresse mecanico e das condicdes
adversas do ambiente externo; (5) libera¢do controlada, constante, e
direcionamento preciso e (6) a atividade metabdlica e fisiolégica dos
microrganismos pode ser mantida por longos periodos de tempo. =143
Materiais poliméricos, como o amido, 4gar, metoxi-pectina,
quitosana, gomas gelana, xantana e alfarroba, proteinas do leite,
poliacrilamida e élcool polivinilico, sdo amplamente empregados
como transportadores, porém o alginato e a carragenina sdo os mais
utilizados.!3*131.144145 O alginato, polimero natural proveniente de
macroalgas marinhas, € considerado o biomaterial mais comum no
encapsulamento de células microbianas, devido a sua simplicidade
de manipulagdo, flexibilidade, biodegradagdo e biocompatibilidade,
melhorando a sobrevivéncia dos microrganismos. No entanto, essa
abordagem precisa ser otimizada, especialmente quanto ao tipo de
gel de alginato e o didmetro das esferas. Além disso, a presenga
de poros na matriz de alginato facilita a difusdo de moléculas
hidrofilicas, sendo que a incorporag¢do de um material de enchimento,
como amido, € considerada uma boa estratégia para resolver esta
limitagdo. A presenca desse composto reduz o conteido de dgua nas
esferas de alginato resultando em uma menor velocidade de secagem
e maior sobrevivéncia, além de ser uma fonte de carbono para o
microrganismo. 2142

Apesar dos beneficios evidentes para uso amplo, existem desafios
no encapsulamento dos microrganismos como, a baixa sobrevivéncia
celular durante o processo de secagem e custo de produgdo maior
do que formulag¢des convencionais.3!14143 Acredita-se que uma
das solugdes dos problemas descritos acima € o desenvolvimento
de revestimentos com nanoparticulas poliméricas naturais e
biodegraddveis (nanoformulacdes), formulagdes microencapsuladas,
assim como a utiliza¢do de nano-aditivos que podem aumentar
a estabilidade de produtos microbianos encapsulados no que diz
respeito as condi¢cdes ambientais ou quanto ao fornecimento de
substincias necessdrios para o inculo.'?!

Caracterfisticas fisiolégicas das células microbianas, como
tolerancia ao pH e temperatura, capacidade de esporulagio, produgao
de exopolissacarideos, atividade antimicrobiana e tolerdncia a
dessecagdo, afetam diretamente sua sobrevivéncia durante e apds o
processo de encapsulamento. Alguns estudos mostram a influéncia
da variacdo de temperatura na concentra¢do de conidios durante o
periodo de estocagem,'?""6 como o encapsulamento do Trichoderma
asperellum em granulos de alginato, onde foi observada uma
diminui¢go considerével de 6x 107 para 1x10* conidios/g a 35 °C quando
comparado a temperaturas menores como 8 °C e 25 °C."7 Além disso,
as propriedades do material (densidade, cristalinidade, solubilidade,
reticulagdo, polaridade, degradacdo quimica e biodegradabilidade),
as propriedades fisicas (tamanho, razdo casca/nicleo, sistema de
reservatério ou matriz) e os pardmetros externos (temperatura, pH,
umidade, diferenca de pressao parcial, luminosidade) influenciam na
liberagdo do microrganismo da cdpsula.'* Em geral, a formulacéo
pode ser liofilizada ou transformada em uma emulsdo/suspensio
liquida para a assimilacdo dos componentes. A formulagédo
também pode ser micronizada, microemulsificada ou revestida
para modificac@io posterior e, finalmente, polimerizada, gelificada,
seca por pulverizac¢do ou coacervada para produzir microparticulas
estabilizadas.

H4 estratégias para o encapsulamento de microrganismos
por métodos quimicos e fisicos. Os métodos quimicos envolvem
fortes forcas intermoleculares (interacdo eletrostdtica ou
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hidrofébica e ligagcdes de hidrogénio) ou reacdes quimicas, sdo
utilizados principalmente trés: coacervagdo, inclusdo molecular e
cocristalizagdo.'” O encapsulamento fisico também conhecido como
mecanico ndo envolve reagdo de polimerizagdo, mesmo quando o
material de partida sdo polimeros, de modo geral, ocorre apenas
a ordenagdo da forma ou estrutura.’® Secagem por pulverizacéo,
extrusdo, secagem por congelamento e secagem a vicuo, revestimento
em leito fluidizado, s@o os principais métodos de encapsulamento
fisico.'® As tecnologias de encapsulamento mais amplamente
utilizadas com suas particularidades estdo representadas na Figura 2.
Os métodos de encapsulamento que mais se destacam, entre todos
os descritos na Figura 2, sdo extrusdo, secagem por pulverizagio
e gelificagdo i6nica. A Tabela 3 traz alguns exemplos recentes da
aplicacdo desses.#4151-157

O processo de extrusdo € geralmente realizado pela mistura do
microrganismo com hidrocoldides, seguido pela extrusdo em uma
solugdo de endurecimento sob pressdo de imersdo. O tamanho e a
forma das cdpsulas podem variar com base na distancia da queda livre
e no tamanho do poro da agulha.'*® Essa técnica € simples, eficaz e
comumente usada para encapsulamento bacteriano. Inicialmente,
0s microrganismos sdo misturados em uma solugdo aquosa de
biopolimero, que em seguida € extrudada. Posteriormente, métodos
de gelificacdo e/ou revestimento podem ser aplicados para estabilizar
as goticulas de biopolimero contra a dissocia¢do ou agregacdo. As
particulas de hidrogel criadas sdo coletadas, lavadas e secas para
produzir microcdpsulas em p6 contendo células microbianas.'” A
pressdo de extrusdo deve ser regulada com base na viscosidade do
fluido para um melhor encapsulamento e para a formacdo de pellets
estdveis.'"!

A secagem por pulverizacdo € um processo de desidratacdo
que envolve a dispersdo homogénea do microrganismo em um
transportador, formando uma emulsdo ou dispersdo, seguida de
atomizagdo e pulverizagdo em altas temperaturas.'*>!*3 Essa técnica
funciona em um processo continuo, com baixo custo operacional,
bom rendimento, rdpida solubilidade, tamanho pequeno e cdpsulas
de alta estabilidade. No entanto, apresenta baixa uniformidade no
tamanho da microcédpsula, limitagdes na selecdo do material da
parede e alta temperatura, o que pode impactar na integridade fisica
da membrana dos microrganismos durante a secagem e consequente
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redugdo em sua sobrevivéncia durante a imobiliza¢do.'**!% O uso
de alguns polimeros: alginato, goma ardbica, carboximetilcelulose,
gelatina, entre outros, no processo de secagem por pulverizagdo tem
resultado positivo e proporcionam agdo protetora eficiente sobre
os microrganismos durante o processo de encapsulamento.'® 6! O
método de gelificagdo i6nica € um dos mais utilizados atualmente
devido a sua simplicidade e baixo custo. E um método baseado em
interacdes i0nicas entre compostos com carga oposta que interagem
formando gel, sendo sua principal vantagem a biocompatibilidade.
Assim como no método de secagem por pulverizacdo, os aditivos
tém complementado o encapsulamento por gelificagdo idnica.!6>163

INOVACAO NA APLICACAO DE BIOINSUMOS

Independentemente do tipo da formulag¢do do inoculante, a
semente € um dos carreadores mais comuns, levando os inéculos como
revestimentos. O processo consiste em aplicar diferentes materiais na
superficie da semente, geralmente em camadas, permitindo modificar
as propriedades fisicas (por exemplo, processo de peletizagdo ou
granulagio).’>!"° A tecnologia de revestimento de sementes influencia
na absor¢do de dgua e nutrientes, bem como melhora o manuseio e
desempenho das sementes, incluindo, por exemplo, aumento do tempo
de prateleira, resisténcia as pragas e estresses abidticos (osmético,
salinos e de temperatura) (Figura 3).3%!17.172

A incorporagdo de diferentes componentes benéficos no
revestimento que atuardo mais proximo da semente, como fertilizantes
e/ou microrganismos,* também permite proteger as culturas e os
microrganismos de estresse bidtico (como fitopatégenos), assim como
promove um microambiente que melhora a taxa de sobrevivéncia dos
microrganismos.'7>!7

Os principais processos para aplicacdo em sementes se baseiam
na: (i) imersdo em uma suspensio contendo o inoculante, por um
periodo pré-determinado e com posterior secagem da semente;
(ii) deposicdo do inoculante na superficie da semente, com o auxilio
de uma matriz/ligante adesiva, tal como polissacarideos e/ou
gomas; (iii) revestimento de filme e (iv) peletizagdo. E importante
destacar que a maioria dos estudos relatam de maneira genérica o
tratamento de semente via revestimento (uso de filmes finos), uma
vez que os estudos/experimentos sao na sua maioria especificamente

Desvantagens Tempo de processo

Figura 2. Esquema comparativo de diferentes estratégias de encapsulamento de microrganismos
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Tabela 3. Exemplos de aplicagio dos trés métodos de encapsulamento mais utilizados descritos na literatura
Meétodo Microrganismo Efeito Positivo Ref.
Azospirillum brasiliense Viabilidade de 120 dias, aumento do volume da raiz 164
Extrusio Raoutella planticola Aumento da liberac@o celular, maiores teores de biodegradabilidade 165
Bacillus cereus Aumento da taxa de sobrevivéncia para 81% 166
Enterobacter sp Aumento da taxa de sobrevivéncia em 78% 160
Bactérias gram-negativas Aumento da taxa de sobrevivéncia em até 85% 161

Secagem por pulverizagdo

Liberagdo gradativa, com maior quantidade de bactérias no 50° dia e

Streptomyces fulvissimus A 167
plomyces fi eficiéncia de 90% no controle da doenga
. Fluxo continuo de liberagdo e taxa de sobrevivéncia de 89% durante
Raoultella planticola 163
6 meses

. Al . Aumento da biomassa, teor de proteinas soldveis, concentraciao de

Gelificag@o idnica Pseudomonas putida P L. ¢ 162
clorofila e betacarotendides
Azospirillum brasiliense, Taxa de sobrevivéncia preservada por 3 meses, aumento da biomassa das 168
Pseudomonas fluorescens raizes e da parte aérea.

. A - . Aumento da eficiéncia do encapsulamento em 71% do granulo de

Gelificagdo i0nica e Extrusao Rhodopseudomonas palustris P 0cog 169

alginato/amido em relac@o ao grianulo apenas com alginato.

Facilita absorc¢do

Facilita
absorgdo H,0

* Nutrientes
* Microrganismos —
* Aditivos :

de nutrientes

Melhora germinacao
de planta

%4

Protegdo contra
fitopatogenos

S

Proteg¢do contra
estresse abidtico

Figura 3. Acoes positivas nas plantas com a aplicagdo do revestimento de sementes, na presenga de nutrientes, microrganismos e aditivos

direcionados para a drea agrondmica.'*!”> O direcionamento quanto
a0 processo e aos materiais para a tecnologia de revestimento
¢ muitas vezes negligenciado, apresentando falta de detalhes e
maiores informacdes sobre a forma e técnica de preparo/aplicagdo
das sementes revestidas. Os trabalhos sobre o tema implicam em
sua grande maioria na imerséo ou deposicdo do inoculante (com ou
sem uma matriz) na superficie da semente, destacando a aplica¢do
em sacos plasticos fechados e agitados até que as sementes estejam
uniformemente revestidas.!’

Estudos recentes voltados para a aplicacdo do revestimento
em sementes na presenga de inoculantes microbianos tém buscado
novas alternativas de sistemas/formulagdes que sejam eficazes na
germinacio e desempenho das plantas, assim como economicamente
e ambientalmente vidveis no sistema solo-planta-inoculante. 477178
O desenvolvimento de formulacdes com materiais especificos
ou multifuncionais e o entendimento de como esses materiais/
polimeros afetam o sistema, sdo desafios para melhorar a eficiéncia
do revestimento microbiano de sementes no campo. Empresas
agroquimicas e de sementes sempre estdo em busca de novas
tecnologias, processos € materiais, embora os avancos nessa drea
sejam pouco publicados/divulgados (“conhecimento interno” ou
“segredos comerciais”), nota-se a necessidade de novas tendéncias/
abordagens direcionadas para a tecnologia de revestimento de
sementes que se ajustem as condigdes locais de cultivo e as praticas
agricolas.'’

A aplicag¢@o do revestimento microbiano em sementes e seu
efeito positivo t€ém sido demonstrados em estudos recentes contendo
diferentes espécies de bactérias e fungos, em culturas como soja
e trigo."1” Os principais resultados observados sdo em termos
de crescimento das plantas, rendimento e teor de nutrientes das
sementes,'” chegando a alcangar aumentos de 40% de N total
em gros de soja.'® O desenvolvimento de inoculantes para pré-
inoculacdo, ou seja, aplicados como revestimento em sementes
é vidvel e pode trazer muitos beneficios aos agricultores, dando
flexibilidade para organizar a operacio de semeadura e aumentando
o uso de inoculantes.

Uma outra abordagem que vem sendo aplicada na drea de
biofertilizantes € desenvolvimento de biocompdsitos de liberacio
controlada/lenta. Essa tecnologia visa promover um aumento na
solubilidade de fontes de nutrientes de baixa reatividade, como
rochas fosfaticas (fosfatos naturais), rochas de potdssio, enxofre
elementar, silicatos/carbonatos minerais, fonte de nutrientes,
6xidos micronutrientes, entre outras fontes de interesse organico
ou mineral para o setor de fertilizantes,**3"!3! através da dispersdo
de suas particulas em uma matriz e encapsulamento simultineo de
microrganismos promotores de solubilizacdo.

Nos biocompésitos, a solubilizagdo dos nutrientes de baixa
reatividade € garantida pelos microrganismos encapsulados na
matriz. Essa estratégia mecanica-bioldgica estd relacionada ao uso
de microrganismos acidulantes naturais capazes de promover a
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solubilizacdo de nutrientes e esse processo que ocorre naturalmente
no solo € potencializado pela acdo de microrganismos encapsulados
em biocompdsito. Aspergillus niger (A. niger) e Acidithiobacillus
thiooxidans (A. thiooxidans) sdo os microrganismos mais amplamente
estudados no desenvolvimento dos biocompdsitos.'*3*!8! A linhagem
A. niger € capaz de promover a solubilizagdo mineral semelhante
aos microrganismos solubilizadores de fésforo e esse mecanismo
estd relacionado ao potencial que o A. niger tem de produzir dcidos
orgénicos.'®? Por outro lado, A. thiooxidans produz acidez por
oxidagdo de S° a SO, >.!183184

O desenvolvimento de um biocompésito com base na dispersao
de rocha fosfética nanoparticulada em uma matriz de amido, foi
reportado como uma estratégia integrada para facilitar a aplicacdo e
fornecer um substrato de suporte para um microrganismo acidulante,
neste caso o fungo A. niger.’*3! O primeiro estudo®' resultou em
uma notdvel solubilizagdo de até 70% do fosfato total disponivel
em rochas fosfasticas de baixissima solubilidade (Baydvar e Itafds)
e 100% do fosfato total disponivel em um mineral de referéncia
(hidroxiapatita), em apenas 96 h. Tal abordagem empregando
bioativacio de nanocompdsitos de rocha fosfatica e amido contribuiu
significativamente para melhorar a solubilizacdo de P, abrindo
novas rotas para o desenvolvimento de biofertilizantes inteligentes
baseados em matriz polissacaridica. Um segundo estudo® também
avaliou a solubilizagdo bioldgica da rocha fosfatica a partir do
desenvolvimento de um biofertilizante com base em uma matriz de
amido e S°. Tal biocompésito foi preparado por extrusiio a baixa
temperatura e refor¢ado por particulas de fosfato de origem rochosa,
atuando como fertilizante P. Essa estrutura mostrou ser eficaz em
aumentar significativamente a oxidag¢do de S°, enquanto fornece P
por dissolucao de fosfato de rocha em um ambiente acido.

Além desses, outros biocompdsitos inovadores vém sendo
avaliados, como uma ureia revestida com matriz de amido / S°
e inoculada com A. niger. Esse modelo de biorrevestimento foi
eficiente para reduzir a volatiliza¢@o da ureia, a partir da acidificacdo
produzida pelo microrganismo.'®> Recentemente outro estudo
desenvolveu um biocompdsito a base de uma matriz de amido
biodegradavel contendo 6xidos minerais e S° em uma dispersdo que
permitiu o encapsulamento do A. niger.?® Essa estratégia melhorou
efetivamente a solubilidade do nutriente final, com o biofertilizante
composto de amido / S° / 6xido, apresentando resultados notdveis
para a solubilizagdo dos 6xidos. Os resultados confirmaram um
efeito sinérgico da oxidagdo do S° e da solubilizagdo microbiana.
Outro sistema semelhante fez uso da bactéria A. thiooxidans a fim
de fornecer enxofre e zinco as plantas através de um biofertilizante
granular.’® A eficiéncia desse material foi avaliada em dois tipos
de solos, 4cido e alcalino, e foi observada reducdo significativa do
pH no solo alcalino com o tratamento utilizando o biofertilizante
com A. thiooxidans. Em resumo, esse trabalho demonstra que os
biofertilizantes granulares desenvolvidos podem ser eficazes para
aplicac@o no solo, uma vez que tanto as concentra¢des de S quanto
de Zn aumentaram no solo ao longo do tempo.

Outra estratégia inovadora € o estudo de biofertilizantes
baseados em nanotecnologia. Assim como os biocompdsitos, esses
nanobiofertilizantes tém potencial de liberagdo lenta, sdo de fécil
absorcdo pelas plantas, minimizam a perda de nutrientes e atuam para
evitar a agdo indesejada de microrganismos patogénicos.'**!¥” Estudos
mostraram a aplicacdo de nanoparticulas de silicio como revestimento
na forma de filmes como forma de proteger a superficie da planta.
Os resultados revelaram a capacidade da nanoparticula de prevenir
infec¢des e melhorar a resisténcia da planta a doengas, a seca, as altas
temperaturas e a umidade.'®¥ A incorporacdo de nanoparticulas
nos produtos agroquimicos e junto aos biofertilizantes na presenga
dos microrganismos B. subtilis, P. fluorescens e P. elgii, mostraram
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aumento no crescimento da planta em condic6es in vitro."° Acredita-
se que com as caracteristicas positivas apresentadas, as nanoparticulas
também podem ser usadas como nanobiofertilizantes, sendo uma
alternativa eficaz para o setor agricola.'*!:?

Todos esses estudos t€ém demonstrado que a aplicagdo de
biocompdsitos como fertilizantes € uma estratégia interessante
que pode reduzir os impactos ambientais quando comparados
aos fertilizantes processados quimicamente. Por exemplo, o
processo quimico para produzir fertilizantes fosfatados, como
MAP (fosfato monoamonico) e DAP (fosfato diamonio) a partir de
rocha fosfética, produz impactos mais negativos ao meio ambiente
quando comparados aos biocompdsitos.’’ O desenvolvimento
de biocompdsitos também € uma alternativa aos inoculantes
microbianos que visam aumentar a solubilidade de nutrientes
imobilizados no solo, como o fosfato.'**3! Inoculantes microbianos
ndo tém efeito significativo quando o solo ndo possui reservas de
fosfato imobilizadas, portanto, apenas a aplicagdo do inoculante
ndo atenderd a demanda de nutrientes da planta. Por outro lado,
os biocompdsitos carregam em sua estrutura o nutriente e os
microrganismos solubilizadores, isso garante que a quantidade de
nutrientes exigida pela planta seja fornecida.

CONCLUSOES E DESAFIOS

A compreensdo de que a aplicacéo de bioinsumos (biofertilizantes
e/ou inoculantes microbianos) podem efetivamente aumentar
o crescimento e o desenvolvimento das plantas, elevando a
produtividade agricola tem sido comprovada através de indmeras
pesquisas. As principais caracteristicas para se obter uma boa
formulacdo de inoculante microbiano sdo amplamente conhecidas:
ter facilidade de processamento e baixo custo, ser biodegradavel e
de facil aplicag@o, fornecer prote¢do as células para armazenamento
a longo prazo, durante o transporte e aplicagdo no solo (o portador
deve manter os microrganismos vidveis, estaveis e protegidos)
e oferecer ao microrganismo ferramentas para sobreviver contra
a competicido de outro organismo (ou seja, disponibilidade de
nutrientes). No entanto, o uso comercial desses bioinsumos ainda
apresenta alguns desafios e dificuldades técnicas a serem enfrentados
de forma a garantir seu uso otimizado no campo. A maioria dessas
questdes estd relacionada a como proteger o microrganismo e manté-
lo viavel frente aos estresses bidticos e abidticos, aos métodos de
entrega e a adaptagdo apds a aplicagdo no solo. Mais importante
ainda, um biofertilizante comercial deve ter um custo acessivel e
ser ambientalmente correto para ser bem aceito pelos agricultores.
Ainda que, de uma forma geral, a producdo de bioinsumos esteja
sendo estudada frente as diferentes etapas do processo, com
avangos na obtencdo de microrganismos mais resistentes ou
geneticamente modificados, na escolha de bons transportadores e
no uso de microencapsulamento e biocompdsitos, a inconsisténcia
na aplicacdo em campo € ainda uma das principais dificuldades
encontrada. O pH do solo, a temperatura, a disponibilidade de dgua,
nutrientes e a diversidade microbiana podem causar diferengas no
desempenho dos biofertilizantes, impactando negativamente os
interesses dos agricultores em utilizd-los. Diversos avangos tém sido
alcangados, tanto no acimulo de informacdes quanto aos principais
microrganismos envolvidos, quanto em relacdo ao desenvolvimento
de formulagdes mais estdveis para a aplicacdo em campo. Porém,
a busca por materiais com baixo custo, biodegradéveis, resistentes
e que atendam a todas as questdes anteriormente relatadas para a
aplicag@o dos biofertilizantes e inoculantes microbianos no campo
ainda € muito importante para ampliar as perspectivas de emprego
destes sistemas.
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